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Ⅰ. 서 론
지금까지 외상이나 외과적 절제술로 인한 구강내 결손부에 대
한 조직이식에는 주로 피부이식(skin graft)이나 구강점막이식을
이용해 왔다. 그러나 이러한 방법들은 한번 이상의 외과적 술식
이 필요하며 공여부위의 문제점이 남게 된다. 또한, 피부는 부속
기관을가지며구강점막과는다른각화형태를갖는다는단점이
있어 구강내로의 이식에 어려움이 있다. 이러한 문제점을 해결
하기위하여최근에는조직공학적인연구가활발히진행되고있
다.
Rheinwald와 Green이 최초로 인간 각화 상피의 배양에 관한
연구를 보고한 이후로1) 세포 배양법에 대한 다양한 연구들이 진
행되어 왔다. 세포 배양을 이용한 연구는 세포를 충분히 얻을 수
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The lack of sufficient oral mucosa available for intra-oral reconstruction has been dealt with by the use of skin or oral mucosa grafts
harvested from donor sites but grafts requires more than one surgical procedures and could cause donor site morbidity. Many investi-
gators have attempted to increase available soft tissue by tissue engineered skin or oral mucosa replacements for clinical applications.
But, reconstructed mucosa by several methods have low physical properties such as rolling and contraction.
The aims of this study were to develope an in vitro experimental model that maintains an epithelial-mesenchymal interaction by
organotypic raft culture, and to characterize biologic properties of three-dimensionally cultured oral mucosa embedded with
Polydioxanone mesh by histological and immunohistochemical analysis.
The results were as follows;
1. Oral mucosa reconstructed by three-dimensional organotypic culture revealed similar morphologic characteristics to equvalent nor-
mal oral mucosa in the point that they show stratification and differentiation.
2. The expression of cytokeratin 10/13 and involucrin in the cultured tissue showed the same pattern with normal oral mucosa sug-
gesting that organotypic co-culture condition is able to induce cellular differentiation.
3. After insertion of polydioxanone mesh, increased tensile strength were observed.
These results suggest that three-dimensional organotypic co-culture of the oral mucosa cell lines with the dermal equvalent consisting
type I collagen and fibroblasts reproduce the morphologic and immunohistochemical characteristics similar to those in vivo condition.
And increased physical properties by use of polydioxanone mesh will helpful for clinical applications.
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있고, 같은 실험을 반복할 수 있으며, 살아있는 상태에서의 세포
내 대사 작용을 연구할 수 있을 뿐만 아니라 체내에서 불가능한
여러가지조작이가능하다는장점이있다2). 그러나종래의상피
세포배양방법은배양세포주변결체조직의결여에의해배양
세포-결체 조직 상호 작용이 없고3-5), 기저막의 소실로 인해 세포-
결체 조직 간의 상호 작용이 소실됨으로써 생체와 유사한 극성
을 가질 수 없으며6), 단층 배양시 배지 아래에서 성장함에 따라
생체와 같은 대기 접촉이 소실되어 배양 세포의 분화가 유도되
지않는다7). 
최근 배양 접시 바닥에 laminin, type IV collagen등의 세포외 기
질을 도포하는 방법이 소개되기도 했으나 상피 세포의 부착과
증식에는도움이되지만분화의유도나중층형성(stratification)은
이루어지지 않았다8,9). 또한, 사체에서 만들어진 진피조직이 이용
되기도하였으나4), 이는재료가제한되고일관된실험결과를얻
기어렵다는점때문에최근에는제1형교원질을이용한연구모
델의 개발이 활발히 이루어지고 있다10-12). 이러한 세포배양법을
이용한 조직 공학적 연구는 주로 화상 환자에 대한 피부의 재건
을 목적으로 발전되어 왔으나, 구강 점막의 재건에 관한 연구는
미비한실정이다.
다양한 술식을 통해 3차원적으로 재건된 상피 또는 구강점막
의 임상적 적용 시에 조직의 수축이나 물리적 강도의 결여는 시
술의 성공률에 영향을 미치는 중요한 인자로, 이러한 단점을 보
완하기 위하여 사체로부터 얻은 진피를 이용하거나13), 여러 가지
생체친화성(biocompatible) 골격들의사용이연구되고있다. 
본 연구는 제 1형 교원질, 섬유모세포를 이용한 결체 조직으로
구성된 진피 유사체와 대기 접촉을 유지할 수 있는 배양 조건을
제공하는 organotypic co-culture를 이용하여 구강점막 조직의 삼
차원적 재생 방법을 확립하고, 여기에 Polydioxanone mesh를 삽
입하여 물리적 성질을 강화한 새로운 모델을 제시하여 그 임상
적효용성을높이고자하였다. 또한, 분화및염색표지자에대한
면역조직화학적염색을시행한결과를정상구강점막과비교분
석함으로써 생체와 유사한 성장 환경을 제공할 수 있는지 검증
하고자하였다.
Ⅱ. 연구 재료 및 방법
1. Polydioxanone(PDS) non-woven mesh의 제작
PDS mesh는 전북대학교 섬유공학과 김학용 교수가 제작한 것
으로 poly(p-dioxanone) chip을 240℃에서 전기 방적(electrospin-
ning)하였다. 평균 pore size는 100�200μm이며 mesh의두께는약
1mm이다. 거시적인 구조를 관찰하기 위하여 scanning electron
microscopy를시행하였다.
본 연구에서는 세포배양을 위하여 가스소독을 시행하였으며
세포의 부착을 돕기 위하여 100% 알콜에서 증류수까지 순차적
으로함수하였다.
2. 구강점막 상피의 일차 배양
NIH 3T3 섬유세포를 10% 우태아혈청 (FBS)이 포함된
DMEM(GIBCO BRL, U.S.A.)과 F12(GIBCO BRL, U.S.A.) 혼합배지에
서 배양하여 80�90% 정도 자라면 0.4mg/ml mitomysin C(Sigma
Chemical co., U.S.A.)를 90분간 처리하고, phosphate buffered
saline(PBS)로 세척한 후 0.125% trypsin/EDTA(GIBCO BRL, U.S.A.)
처리하여 각 배양 접시에 5×105/100 mm의 세포를 분주하여
feeder를제작하였다.
구강 상피조직은 제3대구치 발거시 염증이 없는 부위를 환자
동의 하에 채득 한 후 PBS로 3회 이상 세척하고, 1�2mm 크기로
잘게 잘라 0.15% collagenage-dispase(Boehringer Mannheim,
Germany)로 1시간 처리하였다. 입체 현미경하에서 상피와 결체
조직을 조직겸자로 분리한 후 상피는 0.25% trypsin/EDTA 용액에
15분간 처리하여 원심 분리하였다. 상피세포를 모아 feeder layer
에 분주하고, 배지는 3일마다 교환해 주며 70�80% 풍성하게 자
라면냉동보관또는계대배양을하였다. 배지는 DMEM과 F12를
3 : 1로 혼합하여 사용하였고, 10% FBS(Hyclon, UT, U.S.A.)와 0.4
μg/ml hydrocortison, 5 μg/ml insulin(Boehringer Mannheim,
Germany), 10-10 M cholera toxin, 5 μg/ml human transferrin(Sigma
Chemical Co., U.S.A.), 2×10-11 M 3’-5-triodo-L-thyronine, 10 ng/ml
epidermal growth factor(hEGF, Sigma Chemical, U.S.A.)가 포함되도
록하였다. 
3. Organotypic Co-culture
구강 상피조직의 삼차원적 재건을 위해 제 1형 교원질과 섬유
모세포로 구성된 진피 유사체를 형성하였다. 제 1형 교원질
(Nitta Gelatin Co., Japan)과 중화 완충액 (2.2g NaHCO3, 4.77g HEP-
ES in 0.05 N NaOH 100 ml), 10배농축배지를각각 8:1:1로혼합한
후 1×105/ml의 3T3 섬유모세포를 첨가하였다. 이들을 아래쪽이
투과막으로 구성된 12 mm millicell(Millipore Co., U.S.A.)에 113 μl
분주하고 37 ℃ 배양기에서 1시간 중합시켜 하부 결체조직을 형
성하였다. 이때, millicell 상방에 전 처리된 PDS mesh를 위치시켜
Fig. 1. Schematic drawing of the organotypic co-
culture system
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진피유사체에포함되도록하였다(Fig. 1). 또한, 제 1형교원질양
을 226, 113, 90.4, 56.5 μl로조절하여각각 2, 1, 0.8, 0.5 mm 두께의
조직을 제작한 후 현미경적 소견을 관찰하여 최적의 조직 두께
를결정하기로하였다.
형성된 하부 결체조직 상부에 일차 배양상피를 3×105/well로
분주하고, 일차배양시와 같은 배지를 첨가하여 7일간 배양하여
상피가 결체조직에 부착하도록 하였다. 상피 부착 후 상층배지
를 제거하여 상피를 대기에 노출시켰으며, 배양 배지는 2일마다
교환하였다. 총 21일간 배양 후 재건된 상피조직은 하부 결체조
직과 함께 광학현미경 및 면역조직화학적 관찰에 사용하였다.
또한 인장 강도 검사를 위해 30 mm millicell을 같은 조건으로 준
비하였다.
4. 인장 강도(tensile strength) 검사
30mm millicell에 PDS mesh와 함께 배양된 조직은 상온에서
Texture analyser, TA-XT2(Stable microsystem, UK)를이용하여인장
강도검사를 시행하였다. 대조군으로 PDS mesh를 삽입하지 않은
조직이 사용되었다. 2.5×5 mm의 절편을 이용하였고, extension
rate는 5 mm/min으로하였다.
5. 재건된 구강 점막조직의 광학 현미경 관찰
PDS mesh를 이용해 재건된 구강 점막조직은 1, 2, 3주간 배양
하여 10% 중성포르말린에 12시간이상고정하고파라핀에포매
한 후 4 μm의 연속 절편을 만들었다. 각 절편은 Hematoxylen-
Eosin(H-E) 염색하여 광학 현미경으로 조직학적 구조와 상피 분
화를관찰하였다. 조직학적으로기저세포층의책상배열(palisad-
ing)과극성, 극세포층의형성등을정상구강점막의소견과비교
검토함으로써 삼차원적 배양이 생체 조건과 유사한 배양환경을
제공했는지관찰하였다.
6. 재건된 구강 점막조직의 면역조직화학 염색
1, 2, 3주간 배양된 조직은 파라핀에 포매 후 4 μm의 연속절편
을 얻어 xylene에서 3회 처리하여 파라핀을 제거하고 95%, 90%,
70% ethanol에서순차적으로함수하였다. 0.5% hydrogen peroxide
에서 endogenous peroxidase를제거한후정상 goat serum으로 30
분간처리하고일차항체를 3% BSA(bovin serum albumin)가포함
된 PBS에 희석하여 3시간 동안 반응시켰다. 상피분화 표지자로
써 cytokerati(CK) 10/13(Dako, Denmark), involucrin(Santa Cruz,
USA),  vimentin(Dako, Denmark)을이용하였다. 일차항체반응후
Tris-buffer saline(TBS)에서 3번 세척하고 3% BSA에 희석한 5 μ
g/ml biotinylated anti-mouse/anti-rabbit IgG에 30분간반응시키고 3
회 TBS에서 세척하였다. 3 μg/ml horseradish peroxidase strepta-
vidin에서 30분간방치시키고 DAB와 hydrogen peroxide를이용하
여발색한후 Mayer’s hematoxylin에서대조염색하여광학현미




1. 정상 구강점막 상피의 일차배양
3T3 feeder에서 일차배양한 정상 구강점막 상피는 4�5일째 세
포가 부착하여 증식을 시작하였고, 1주일째에는 10�20개의 세
포로 이루어진 군집(colony)을 형성하였다. 약 10일 후에는 육안
으로 뚜렷이 관찰할 수 있는 군집을 형성하였으며, 점차 군집은
주변의 feeder를 밀어내면서 커져 약 14일 후에는 서로 융합하였
다. 지름 100 mm의 배양 접시의 경우 세포가 꽉 찼을 때 약 8�9
×106의 상피세포로 구성되어 있었다. 활발히 세포 증식을 하는
일차배양 구강점막 상피는 세포간의 경계가 명확하였고, 핵인이
뚜렷이관찰되었다.
2. 재건된 조직의 조직학적 평가
제 1형 교원질과 섬유세포로 구성된 진피 유사체 상에서 대기
접촉 하에 3주간 배양된 상피는 정상 구강점막 상피와 유사하게
중층상피층이 형성되어, 1�2층의 기저세포층, 5�6층의 극세포
층과 각질을 형성하며 탈락하는 부전 각화 층으로 분화되어 있
었다. 1주에서는납작한핵모양을갖는 3�4개의상피층이관찰
되었고(Fig. 2-a), 2주에서는기저층부위에서는납작하고위로갈
수록 크고 둥근핵을 보이며 8�9개의 상피 층을 보였으며(Fig. 2-
b), 3주에는 2주에 비해 층이 다소 줄어들었고 다소 크고 pore를
갖는세포들이관찰되었다(Fig. 2-c). 또한 2, 1, 0.8, 0.5 mm의두께
로제작된조직중 1 mm에서가장뚜렷한중층화가관찰되었다.
3. 인장 강도 검사
Texture analyser, TA-XT2(Stable microsystem, UK)를 이용한 검사
에서 PDS mesh를 삽입한 군은 평균 인장강도가 0.478 MPa이었
고, 삽입하지않은대조군에서는 0.168 MPa로나타났다(Table 1).







도 마찬가지로 한 층의 기저 세포층과 일부 기저 바로 상층에서
음성반응을보였고그상방상피층에서는모두 cytokeratin 10/13
이발현되었다. 1주간배양한조직은 cytokeratin이약하게발현되
나 약한 편이고 2주, 3주로 갈수록 분화 층이 넓어지고 cell-cell
junction이 명확해지는 경향을 보였다. 상피 하방으로는 삽입한
PDS mesh가관찰되었고그주위에이물반응은없었다(Fig. 3-b).
4.2. Involucrin
정상 구강상피에서는 기저 세포층을 제외한 모든 층에서 양성
반응을 나타냈으며(Fig. 4-a), 재건된 조직에서는 기저 세포층에
서는염색되지않았고분화가일어나는기저상층에서부터표층




5-a), 재건된조직에서는 1, 2, 3주모두에서섬유모세포에만염색
이되었고나머지부분은염색되지않았다(Fig. 5-b).
Ⅳ. 고 찰
외상이나 구강종양의 적출에 따른 구강점막의 결손이나 보철
전 처치방법으로 구강전정 성형술의 필요성 등에 의해 다량의
구강점막 이식이 필요한 경우에는 주로 피부이식이나 구강 내
다른 부위의 점막 이식을 이용하여 왔다. 최근에 구강 점막 상피
의 삼차원적 배양과 그 특성에 관한 연구가 진행되었으나14), 임
상적 적용 시에 물리적 성질의 결여로 조작이 어렵고 조직의 말
림과수축등의문제점이지적되었다.
물리적 성질을 개선시키기 위해 Paul 등15)은 배양된 상피 조직
을 부분층 판막 위에 적용하였으나, 이는 이차적인 공여부의 문
제점을 남기게 된다. Izumi 등13)은 사체로부터 얻은 진피위에 각
화상피세포를배양하여물리적강도를높이고자하였으나실제
이용에제한이많다는단점이있다. Dirk 등16)은생분해성골격인
hyaluronan위에 자가 각화 상피를 배양하여 광범위한 연조직 손
상을 받은 환자에 적용한 후 만족할 만한 결과를 얻었다고 보고
하였다. 그 외에도 제 1형 교원질, nylon mesh, gelatin coating 등
의 이용도 보고 되었다17-19). 본 연구에서는 물리적 성질의 개선을
위해 Polydioxanone을 생분해성 골격으로 사용하였다 .
Polydioxanone은 유연성이 있고 조작이 쉬우며 최소한의 조직반
응을 보이는 생분해성 물질로써, 주로 흡수성 봉합사나 plate,
screw로이용되어왔다20). Molear 등21)은세가지흡수성봉합사물
질(Polydioxanone, Poliglecaprone 25, Glycomer 631)의 생체 친화
성 및 흡수 기간에 대한 비교 연구에서 Polydioxanone이 흡수율
은다소낮으나훌륭한생체친화성을보였다고보고하였다.
상피의물리적특성에대해 Vidik은피부의노화에관한 in vivo
및 in vitro상의 평가에서 피부의 강도에 관해, Leveque 등은 피부
의 점탄성도를 측정하는 방법에 대해 보고하였다. Vogel22)은 상
피의 두께 측정 이외에도 최대 부하, 인장강도, 최대 신장 및 탄
성율의 측정에 대한 연구에서 물리적 성질의 다양한 측정 방법
을 제시하였다. 본 연구에서 Polydioxanone mesh를 삽입한 후 재
건된 구강점막은 인장강도가 삽입하지 않은 대조군에 비하여 3
배정도 증가한 것으로 보아 Polydioxanone mesh도 생분해성 골
격물질로이용할수있을것으로사료된다.
상피세포의 배양을 위해서는 생체와 유사한 상태를 재현하는
것이 필수적이다. 지금까지 충분한 양의 상피세포를 얻기 위해
일차 배양법이 많이 이용되었으나, 일차 배양은 상피의 각질 분
화가일어나지않고단층으로성장하여정상생체조직과는많은
차이가 있다. 이것은 종래의 일차 배양법이 상피의 성장과 분화
를 조절하는 상피-결체 상호작용이 결여되어 있고, 배지 하방에
서 세포를 배양함에 따라 대기와 접촉하는 생체와는 다른 성장
조건이었기 때문이다. 이러한 한계를 극복하기 위해 최근에는
진피 유사체를 이용하여 상피의 삼차원적 재건을 위한 시도가
활발히 이루어지고 있다. Tsunenaga 등은 제 1형 교원질과 섬유
모세포로인공결체조직을구성해주고피부상피세포를 organ-
otypic culture한 결과 in vivo 상태와 유사한 기저 세포층, 극세포
층, 각화층의 삼차원적 상피가 얻어졌다고 보고하였다. Rebel 등
은 방광 점막을 이용하여 삼차원적 collagen gel culture를 시행한
실험에서 섬유모세포와 collagen gel 사이의 상호작용이 방광 상
피의분화를유도한것이라고주장하였다. Fujiyama 등은제 1형
교원질과 섬유모세포로 하부 결체조직을 형성한 후 방광 점막
상피를 배양하였을 때, 여러 층의 transitional cell이 자라고 기저
세포층에극성이재현되는것을확인하였다.
본 실험에서는 최적의 조직두께를 결정하기 위하여 millicell 내
Table 2. The expression of various markers on normal
oral mucosa and reconstituted tissue
PDS 1w + + -
PDS 2w ++ ++ -
PDS 3w +++ + -




OM : oral mucosa
CK : cytokeratin
Epidermis Dermis
CK 10/13 Involucrin Vimentin
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의 제 1형 교원질의 양을 조절하였다. 제작된 2, 1, 0.8, 0.5 mm 두
께의 조직 중 1 mm 두께에서 광학 현미경 관찰 시 구강 점막과
가장 유사한 양상을 보였으며 뚜렷한 중층화가 관찰되었다. 이
는 하부 조직으로부터의 적절한 영양 공급에 의한 것으로 사료
된다.
면역조직화학적 검사에서 일차 항체로 사용된 Cytokeratin
10/13은 53kD, 56.5kD의 cytokeratin과반응하는항체로각화중층
상피와비각화중층상피에서미분화된기저세포층을제외한분
화 층에 발현된다고 알려져 있다. 본 연구에서는 강양성으로 발
현하여재건된상피세포가각질세포기원임을보여주었다.
Involucrin은 세포질 내에 존재하는 수용성 단백질로 keratin의
전구물질로 여겨지는 단백질이다. 이는 분열과 증식을 하는 기
저 세포층에는 존재하지 않고 극세포층과 과립층에서 발현된다.
본연구에서는재건된조직의상층부에서발현하여증식과분화
를유지하고있음을알수있었다. 
Vimentin은 간엽세포 기원(mesenchymal origin)의 57kD 중간세
사(intermediate filament)와 반응하는 항체로 내피세포(endothelial
cell), 섬유모세포(fibroblast), 평활근(smooth muscle) 등에서 발현
된다고 알려져 있다23). 본 연구에서는 정상 조직에 비해 약한 발
현양상을보였다. 이것은진피유사체제작시실제정상진피조
직 보다 적은 수의 섬유모세포가 사용되었고, 한 부위의 절편에
서나타나는섬유모세포가정상조직에비해적었기때문인것으
로사료된다. 
본 실험에서는 구강 점막 상피세포를 제 1형 교원질과 섬유모
세포로 구성된 진피 유사체 상에서 배양시에 물리적 성질의 향
상을 위하여 Polydioxanone mesh를 삽입한 후, 대기 접촉환경을
제공하는 organotypic co-culture를 이용하여 새로운 구강점막을
조직공학적으로 재건하였다. 재건된 조직은 조직학적 소견상 정
상 조직과 유사한 형태학적 특징을 보이며, 면역조직화학 염색
에서 증식과 분화를 유지하고 있는 것으로 보아, 본 실험 모델이
생체와 유사한 환경을 제공한 것으로 사료되었다. 그러나 구강
점막 조직 이식 시 실제적으로 유용한 재료를 개발하기 위해서




접촉환경을 제공하는 organotypic co-culture를 이용하여 조직공
학적으로 배양시에 물리적 성질의 향상을 위하여 Polydioxanone




와유사한중층화와분화가관찰되었으며, 1 mm 두께의조직
에서가장뚜렷한중층화가관찰되었다.
2. 면역조직화학적 검사 결과 분화표지자인 Involucrin은 상층부
에서 발현하여 증식과 분화를 유지하고 있음을 알 수 있었고,
Cytokeratin 10/13은 강양성으로 발현하여 재건된 상피세포가
각질세포 기원임을 보여주었다. 그러나 Vimentin은 발현 되지
않았다.
3. Polydioxanone mesh의삽입후인장강도가 3배정도증가하였
다.
이상의 결과로 Polydioxanone mesh를 이용하여 조직공학적으
로 재건된 구강 점막 상피는 생체와 유사한 형태학적 및 생물학
적 특징을 나타내며, 물리적 성질이 향상되어 구강내 조직 이식
시유용한재료로활용될수있을것으로사료된다.
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사진부도 ①
Fig. 2-a. Histologic findings of raft culture (1 week)
3�4 layered epithelium shows flattened nuclear
shape (H&E, ×40)
Fig. 2-b. Histologic findings of raft culture (2 week)
8�9 layered epithelium shows more round nuclear
shape with basal cell polarity and parakeratosis
(H&E, ×40)
Fig. 3-a. Normal oral mucosa
The cytokeratin 10/13 expression is found in the
entire layer except for basal cell and suprabasal cell
layers (CK10/13, ×20)
Fig. 3-b. Raft culture tissue with PDS mesh
The cytokeratin 10/13 is distributed showing the
same pattern with normal oral mucosa (CK10/13,
×40)
Fig. 2-c. Histologic findings of raft culture (3 week)
Decreased layered epithelium shows increased cell





Fig. 4-a. Normal oral mucosa
The involucrin expression is demonstrated in the
entire layer except for basal cell layers (Involucrin,
×20)
Fig. 4-b. Raft culture tissue with PDS mesh
The involucrin is distributed showing the same pat-
tern with normal oral mucosa (Involucrin, ×40)
Fig. 5-a. Normal oral mucosa
The vimentin expression is found in the cytoplasm
and fibroblast (Vimentin, ×20)
Fig. 5-b. Raft culture tissue with PDS mesh
The vimentin expression is rarely found in fibroblast
(Vimentin, ×40)
